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Bescheinigung 



Das Institut fur Physikalische Hochtechnologie e.V. in Jena/Deutschland hat eine 
Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Mikro-Temperaturzonen-FluRreaktor (^-TZFR)" 

am 11. Februar 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht 



Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt voriaufig die Symbole 
B 01 L, G 01 N und C 12 M der Internationalen Patentklassifikation erhalten. 




Munchen, den 4. Marz 1999 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der Pr£&sident 
I Tl Auftrag 
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A 9161 

06 90 
11/98 



f« • • • 

Telefax: +49 (0)3641 823 1 11 / Telefon: +49 (0)3641 302909 J 



T*»l#:»fuvnr / Tplpfax No / de telecopie 


089 2195 2221 
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An das 

Deutsche Patentamt 



80297 Munchen 

11. Februar 1998 

kerne leserlichen Kopien aller Seiten erhalten tmben, untemchten Sie uns bitte per Telefax oder Telefon. 
^MPMo not receive leeible copies of aU pages, please notif>' us by facsimile or telephone. 
K n"™ ^as^e c^S Usible drfom^ les pages, veuiUez nous en avertr par telecop.e ou telephone. 

Vertraulichkeit , , „^ ^. , . , 

D.escs Telefax ist nur to d.e obe„ genannte Person ~'r'v^e::™*v^ V^el^ cT G^Ja^h 

bestinm.ungsgen.a6e Empftnger sind, beachten S.e b.tte. daB jede ^"""^'JJt^^^'Jf/'l^^^ erhalten haben, 

srrsrrb.t ^v^zr.^T^%^JrJ:L'^':^s ^ .o. w„ da^en 

Dmen im voraus. ^ ^. ^ ^ ^. 

™s facsunile is intended only for the person u.d.oat.^'^ZJerd'.^y 

received lo us. Thank you in advance. ^ t'alite 

Cette tel^pie est desUnee «n.quement 4 la personne ^-'^^f J^tT/' .riZJ::;!^^^^^^^ 

netes pas le destinataire nom«l vous etes pne de noter que toute par erreur, vemllez avoir 

^ug-~c:^'nritr'^=^^^ ^ 

telecopie re9ue. Nous vous en remercions par avance. 




Neuc Patentanmeldung 



Titel: 



Mikro-Temperaturzonen-FluBreaktor (^-TZFR) 



Anmelder: Institut fiir Physikalische Hochtechnologie e.V. 
Helmholtzweg 4, D-07743 Jena 



\i -Temperaturzonen-FluBreaktor 
(M-TZFR) 



1, Zweck: 

Zyklisches Erwarmen und Abkuhlen von Losungen auf drei Temperaturstufen 
(A,B,C) im kontinuierlichen Fiufi auf engstem Raum (Mikrometer-Abmessungen) um 
drei Reaktion (z.B. Denaturierung, Annealing und Extension an DNS) in einer Probe 
wiederholt und unter Belbehaltung der Reihenfoige durchfuhren zu konnen. Dabei 
konnen verschiedene Proben hintereinander injiziert werden, ohne miteinander zu 
kvermischen, und anschlieBend geordnet in Probenkammern abgelegt werden. 

2. Kurzbeschreibung: 

Ausfuhrung a) Es werden drei mikrostrukturierte Chips (z.B. aus Silizium) um 
einen die Warnne schlechter ieitenden Verbindungschip (z.B. aus Pyrexglas) 
angeordnet. Jeder Mikrochip reprasentiert ein Temperaturzone (Chip A, Chip B, 
Chip C). Die Chips A, B und C sind mit Kanalen derart ausgestattet, dad die 
ProbenflQssigkeit von A nach B nach C und wieder nach A nach B nach C usw. 
gelangt (siehe Abbildung 1 und 3). Der Verbindungschip ist mit Bohrungen 
versehen, durch die die Proben von A nach B und nach C gelangen. Die 
Temperaturchips sind dabei alternierend um den Verbindungschip angeordnet, so 
daU> die Temperaturzonen thermisch voneinander isoliert werden. Innerhalb eines 
jeden Temperaturzonenchips fuhrt dessen hohere Warmeleitfahigkeit zu einer 
homogenen Temperaturverteiiung der Flussigkeit in ihrer jeweiligen 
Temperaturzone. Zudem werden auf die Chips A. B und C Heizer- und 
Fuhierstrukturen in Dunnfilmtechnologie integriert. Eine externe Kuhtung kann 

I sich auf die kalteste Zone beschranken. Dazu wird ein Kuhlblock auf die 
Oberflache des kaltesten Chips befestigt. Altemativ ist auch die Kuhlung mit 
einem Luftstrom moglich. 

Chip B ist mit einem Ruckfuhrungskanal ausgestattet, dessen Querschnitt derart 
klein gewahit wird. dafi die Verweildauer der Probe wahrend der Ruckfuhrung von 
C nach A In B minimiert wird. Dadurch reicht die Zeit nicht, um die Probe auf die 
Temperatur B zu bringen, sie behalt weitgehend die Temperatur C bei. Der 
Ruckfuhrungskanal kann zudem vom Chip B thermisch isoliert werden. 



Ausfuhrung b) Sie entspricht weitgehend der Ausfuhrung a), mit dem Unterschied, 
dafl alle drei Zonen auf einem Chip untergebracht sind (siehe Abbildung 2). Die 
thermische Isolation wird hierbei durch durchgehende Locher zwischen den 
Zonen reaiisiert (Thermogaps). Der Verbindungschip ubernimmt bei dieser 
Anordunung die Deckelung der Kanale. 
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^ Die Verwendung eines transparenten Materials (z.B. Pyrexglas) fur den 
Verbindungschip eriaubt zudem die optische in situ Detektion von Realctionspartnem 
in der Probe. 

Die Proben warden als Tropfen nacheinander in einen l<ontinuierlichen 
Tragerfliissigkeitsstrom injiziert. der durch den M-Teniperaturzonen-Fluareakto 
gepumpt vy^rd. Die Tragerflussigkeit darf sich nicht m.t der Probenfluss.gke, 
vermischen. Dadurch k6nnen unterschiedliche Proben nacheinander verarbeitet 
werden, ohne sich zu vermischen. Diese Technologie ist die Voraussetzung fur eine 
Integration eines Seriell - in - Parallel - Konverters (SPK): 

Durch Aufhangen des p-Temperaturzonerv-Fluareaktors an e'^e xy- 
Verschiebeeinheit kann die serielle Abgabe der Probenfliissigkeiten in eine parallele 
T^v^eidimensionale Anordnung (z.B. eine Nanotiterplate oder em Hektrophoresege 
^Kberfuhrt werden. Dabei wird der Reaktor nach dem Befullen einer Kammer rn.t 
einem Probentropfen zur nSchsten Kammer weitergeschoben. Der Austntt eines 
Tropfens kann durch die Brechung eines Lichtstahls an dern y°Pfen >n Jer 
Tragerflussigkeit (z.B. durch ein Fotometermodul des IPHT e.V. Jena) detektiert 



werden. 




Mehrlagenchiptechnik zur Aufnahnne der Temperaturchips durch einen 
Verbindungschip und zur thermischen Isolation der Zonen. 
Verwendung von Chipmaterialien mit besonders hohen bzw. besonders medngen 
Warmeleitfahigkeiten und Warmeubergangskoeffizienten, urr einerseits innerha b 
der Temperaturzonen maximale Temperaturhomogenitat und andererseits 
zwischen den Zonen maximale Temperaturgradienten zu erhalten. 
Verwendung von nur einer Kuhlung an nur einem Chip urn eine Integration de 
Temperaturregelung in alien drel Zonen zu ge^«^hr'eisten. (Exteme KuhLing ist 
zum Betrieb einer Temperaturregelung am Ort und uber die Heizleistung 

unverzichtbar.) _ . . „, , ^. • □ 

Die Ruckfuhrung der Reaktionslosung von Temperaturzone C nach A uber Chip B 
in einem Ruckfuhrungskanal mit stark vermindertem Querschnitt. um die 
Verweilzeiten der Losung in Temperaturzone B zu minimieren. 
Durch Verwendung eines transparenten Verbindungschips zum VerschlieBen der 
Kanalstrukturen wird eine on line Proze^kontroile auf optischem Wege moglich^ 
Die gleichzeitige Verwendung des p-TZFR als Seriell - in - Parallel " Konverter 
(SPK) bestehend aus einem kontinuieriichen TragerflQssigkeitsstrom in den die 
Proben injiziert werden. einer xy - Verschiebeeinheit und einer optischen 
Detektionseinheit zur Detektion der Probentropfen in der Tragerflussigkeit beim 
Austritt aus dem p-TZFR. 



4. Nachteile bisheriger Losungen: 



Bei der von D. Larzui [1] vorgestellten Erfindung handelt es sich urn eine Kapiliare, 
die zu einer Spule aufgewickelt wurde. Der auEere Spulenkorper besteht aus sechs 
Segmenten, die die Temperaturzonen A, B und C und die drei dazugehorigen 
Obergangsstiicke reprasentieren. Auf Gmnd der dreidimensionalen Anordnung ist 
dieses Verfahren nicht zur Miniaturisierung mittels der Chiptechnologie geeignet. Die 
Temperatureinstellung in der Probe ist ungenugend, da sich zwischen innerem und 
aufierem Spulenkorper, dort wo die Probenkapiliare verlegt ist, ein 
Temperaturgradient aufbaut. 

^n [2] wird ein Flulitiiermocycler fur die Polymerase Chain Reaction vorgestelit, bei 
dem ebenfalls eine Kapiliare zum Einsatz kommt. Die Kapiliare wird im 
Anwendungsbeispiel urn drei Zylinder, die auf drei verschiedenen Temperaturen 
gehalten werden, gewickelt, so dafi die Fiussigkeit, die in der Kapiliare stromt auf die 
drei Temperaturen erwarmt wird. Aufgrund der dreidimensionalen Anordnung dieser 
Erfindung ist eine Miniaturisierung unter zur Hilfenahme der Chiptechnologie nicht 
moglich. 

Durch die Kapiliare wird kontinuierlich ein Ol gepumpt. An einem Einlaftvent'i 
werden die verschieden Proben hintereinander aufgegeben. Durch das Ol bleiben 
die Probentropfen voneinander getrennt. Jedoch enthalt dieser Fiufithermocycler 
keine Vorrichtung, um wie beim p-TZFR den seriellen Probenflufi in eine parallele 
Anordnung zu uberfuhren (SPK). 

5 . Verifizierung / Ausfuhrungsbeispief- 

Als Beispiel wurde ein p-TZFR in einem Siiizium-Pyrexglas Verbund ausgefuhrt. Die 
prei Temperaturzonen wurden so ausgelegt, da^ in A die Denaturierung 
doppelstrangiger DNS durchgefuhrt werden kann, da^in B die Aniagerung von 
Primern an einzeistrangiger DNS moglich wird (Annealing) und da|>in C mittels TAQ- 
Polymerase die Primer-Extension ermoglicht wird. Die gemessenen Temperaturen 
betrugen: Zone A: gS^C; Zone B: SS^C; Zone C:72''C. Durch Anschluli eines 
extemen P-Reglers konnte die Temperatur in den Zonen auf I'^C konstant gehalten 
werden. Wenn der p-TZFR bei einer Durchflufigeschwindigkeit von 1|jl/min betrieben 
wird so betragen die Verweilzeiten in den einzelnen Zonen: Zone A: 50 sec; Zone B: 
50 se c; Zone C: 100 sec; Ruckfuhrungskanai: 1 sec. Die Tragerflussigkeit durchlauft 
in dieser Konstruktion 4 mal jede Zone. Am Auslali wurde mittels eines 
Photometermoduls die Segmentierung der Probenflussigkeit zur Verwendung des 
pTZFR als SPK uberpruft (siehe Abbildung 4). Dazu wurde gefarbtes Wasser als 
Probe verwendet und Ol ais Tragerflussigkeit . 

Die Siliziumchips und der Pyrexglaschip wurden mittels Mikrostukturierung 
hergestellt. Die Chips wurden durch annodisches Bonden in der Reihenfolge wie, es 
in Abbildung 3 zu sehen ist, zusammengefugt. 




Abbildung 2. Foto des p-TZFR Ausfuhrung b 




Abbildung 3 Explosionszeichnung des p- 



TZFR Ausfuhrung a 
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Abbildung 4. Photometermodul-Signal von Mineratol als Tragerstrom mit gefarbtem 
Wasser als Probe am AuslafL des p-TZFR Ausfuhrung a. 
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Ende der Ubertragung 



